IONSKA KROMATOGRAFIJA ZA DOLOČEVANJE ANIONOV by Tomšič, Rok
 
 
UNIVERZA V LJUBLJANI 









UNIVERZA V LJUBLJANI 
FAKULTETA ZA KEMIJO IN KEMIJSKO TEHNOLOGIJO 
 








IONSKA KROMATOGRAFIJA ZA DOLOČEVANJE 
ANIONOV 



























Spodaj podpisani Rok Tomšič sem avtor diplomskega dela z naslovom: IONSKA 
KROMATOGRAFIJA ZA DOLOČEVANJE ANIONOV. 
 
S svojim podpisom zagotavljam, da: 
je diplomsko delo rezultat mojega raziskovalnega dela pod mentorstvom izr. prof. dr. 
Mitja Kolar 
sem poskrbel, da so dela in mnenja drugih avtorjev, ki jih uporabljam v predloženem 
diplomskem delu, navedena oziroma citirana v skladu z navodili; 
se zavedam, da je plagiatorstvo, v katerem so tuje misli oziroma ideje predstavljene kot 
moje lastne, kaznivo po zakonu (Zakon o avtorski in sorodnih pravicah – uradno 
prečiščeno besedilo (ZASP-UPB3) (Ur. list RS, št. 16/2007); 
sem poskrbel za slovnično in oblikovno korektnost diplomskega dela; 














Iskreno bi se rad zahvalil svojemu mentorju izr. prof. dr. Mitji Kolarju za vso strokovno 
pomoč, nasvete, usmerjanje in potrpljenje pri izdelavi diplomskega dela. 
Zahvalil bi se rad tudi gospodu Matjažu Grčmanu mag. kem., za vse nasvete in pomoč 
pri izpeljavi praktičnega dela diplomskega dela.  







V okviru diplomskega dela na Fakulteti za kemijo in kemijsko tehnologijo, Univerze v 
Ljubljani, je bil vpeljan sistem za anionsko izmenjevalno kromatografijo s 
konduktometrično detekcijo. S sistemom so bile izvedene analize realnih vzorcev v 
katerih smo določali: fluoridne, kloridne, nitritne, bromidne, nitratne, fosfatne in sulfatne 
ione.  
Metoda ionske kromatografije je bila tudi delno validirana, saj smo študirali linearnost 
ter določili LOD in LOQ. Določali smo primernost oz. vpliv kromatografskih pogojev 
kot so: pretok in sestava, pH ter starost eluenta.  
Eksperimentalno delo je vključevalo tudi regeneracijo kolone, s katero smo želeli doseči 
manjšo asimetričnost vrhov, ustrezno ločitev vrhov, ki pripadata fosfatnim in sulfatnim 
ionom ter odpraviti zamike retencijskih časov.  
 




As a part of the diploma thesis at the Faculty of Chemistry and Chemical Technology of 
the University of Ljubljana, an anion exchange chromatography system with 
conductometric detection was introduced. The system performed analyses of real samples 
in which we determined: fluoride, chloride, nitrite, bromide, nitrate, phosphate and 
sulphate ions. 
The ion chromatography method was also partially validated, as we studied linearity and 
determined LOD and LOQ. We determined the suitability or the influence of the 
chromatographic conditions such as: flow and composition, pH and age of the eluent. 
The experimental work also included the regeneration of the column, which was aimed 
at reducing the peak asymmetry of the peaks, the proper separation of the peaks belonging 
to the phosphate and sulphate ions, and to eliminate the retention time delays. 
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Namen diplomskega dela je bil vpeljati sistem za anionsko izmenjevalno  kromatografijo 
na Fakulteti za kemijo in kemijsko tehnologijo, Univerze v Ljubljani. Pri sami vpeljavi 
sem sodeloval že od samega začetka – prevzema in postavitve ter zagona ionskega 
kromatografa. 
Namen validacije je dokazati pravilnega delovanja sistema in zagotavljanje pravilnih 
rezultatov. Parametri, ki sem jih testiral v okviru validacije so bili sestava eluenta, pretok, 
tlak na koloni, območje linearnosti, mejo zaznave in mejo kvantifikacije.  
Preskusil sem tudi možnosti regeneracije starejše kolone z namenom ponovne uporabe 
po uspešni regeneraciji. 
S sistemom sem analiziral tudi realne vzorce, s katerimi sem dokazal, da je s sistemom 









2. Teoretični del 
2.1. Splošno o kromatografiji 
Kromatografske metode so separacijske metode, s katerimi lahko identificiramo,  ločimo 
ter kvantitativno in kvalitativno določamo snovi v vzorcih. Temeljijo na različnih 
fizikalno-kemijskih razlikah med različnimi snovmi, ki jih želimo ločiti. Snovi se v 
kromatografskem sistemu ločijo zaradi različnih interakcij med vzorcem in mobilno fazo 
ter med vzorcem in stacionarno fazo.[1] 
2.2. Zgodovina ionske kromatografije 
Začetek moderne ionske kromatografije mnogi označujejo leto 1975, ko so Hamish 
Small, Timothy S. Steven, in William C. Bauman izdali članek z naslovom Novel ion 
exchange chromatographic method using conductometric detection. V tem članku avtorji 
opisujejo ionsko izmenjevalno kromatografijo s konduktometričnim detektorjem kot 
tehniko, s katero so odstranili šum ozadja in tako uporabili analizno metodo, ki je hkrati 
univerzalna in zelo občutljiva na vse ione (katione in anione). Med drugim so tudi prvi 
uporabili supresor.[2,3,4] 
2.3. Ionska izmenjevalna kromatografija 
Ionska izmenjevalna kromatografija temelji na stehiometričnem razmerju med ioni 
vzorca in mobilni fazi na stacionarni fazi. Stacionarna faza je običajno trdna snov, na 
kateri so funkcionalne skupine. Nosilec za funkcionalne skupine je običajno kopolimer 
sterena in divinilbenzena. Na polimer kolone, za kationsko izmenjevalno kromatografijo, 
je običajno vezana sulfonska skupina, za anionsko izmenjevalno kromatgrafijo pa 
običajno vežemo kvartarne amonijeve soli (Enačbi (1-1) in (1-2)).[4,5,6] 
Polimer–N+ R3 E
- + A-  Polimer–N+ R3 A
- + E- (1-1) 
Polimer–N+ R3 E
- + B-  Polimer–N+ R3 B
- + E- (1-2) 
A- in B- predstavljata analita, E- pa predstavlja eluent. 
Enačbi (1-1) in (1-2) predstavljata reakcijo na stacionarni fazi za anionsko izmenjevalno 






Slika 1: Pogosto uporabljeni kationska (levo) in anionska (desno) stacionarni fazi v ionski 
kromatografiji [5] 
Za detekcijo v IC lahko uporabljamo več različnih detektorjev, ki se v splošnem delijo na 
optične in elektrokemijske detektorje.  
Med optične/spektoskopske metode detekcije uvrščamo: 
a) Direktno UV-VIS detekcijo, ta način detekcije uporabljamo za analite, ki dobro 
absorbirajo svetlobo. Pri takem načinu detekcije uporabljamo mobilno fazo, ki 
dobro prepušča svetlobo. [5,7] 
b) Indirektno UV-VIS detekcijo, načeloma uporabljamo, ko imamo analit, ki slabo 
absorbirajo svetlobo. Pri takem načinu detekcije uporabljamo mobilno fazo, ki 
dobro absorbira svetlobo. Tako za analit z majhno absorbanco dobimo negativen 
signal oz. negativni vrh na kromatogramu ter za analit, ki dobro absorbira svetlobo 
dobimo pozitiven vrh. [5,7] 
c) UV-VIS detekcija z derivatizacijo analita po separaciji v koloni. Temu načinu 
detekcije se izogibamo, če je možno, saj z derivatizacijo zmanjšamo učinkovitost 
separacije in vplivamo na obliko vrha. Za derivatizacijo se večinoma uporabljajo 
prehodne kovine (železo, nikelj, baker, cink…). [5,7] 
Med elektrokemijske metode detekcije uvrščamo: 
a) Amperometrija pri kateri merimo tok pri konstantnem potencialu. Zvezo med 
koncentracijo analita in tokom opisuje Cottrellova enačba. Detektor sestavljajo tri 
elektrode, to so delovna, pomožna in referenčna elektroda.[2]  
b) Kulometrija pri kateri merimo tok pri konstantnem potencialu. Razlika z 
amperometrijo je, da pri tem načinu detekcije v celoti pretvorimo analit. Tako kot 
amperometrični in voltametrični način detekcije  uporablja trielektrodni sistem za 
detekcijo. [5,7] 
c) Voltametrija je metoda detekcije, pri kateri spremljamo tokovno napetostno 
odvisnost, s pomočjo katere določamo količino analita. [5,7] 
d) Konduktometrija je univerzalna metoda detekcije za detekcijo v ionski 
kromatografiji. V ozadju te detekcije je Omov zakon. Konduktometrično 
detekcijo lahko uporabljamo pri ionski kromatografiji brez kemijske supresije ali 






2.4. Sestavni deli ionskega kromatografa 
Glavne komponente ionskega kromatografa so: rezervoarji z eluentom, ultra čisto vodo 
in žveplovo kislino, črpalke za eluent, ultra čisto vodo in žveplovo kislino, injektor z 
zanko, predkolona in kolona, supresor, ter detektor. Opisane komponente sistema za 
ionsko kromatografijo najdemo v shemi prikazani na sliki 2. 
1. Eluent (oz. mobilna faza) ima pri ionski kromatografiji velik pomen. Najpomembnejši 
parameter eluenta je elucijska moč. Večja kot je elucijska moč, hitreje analit potuje 
skozi kolono. Elucijsko moč je odvisna od pH in ionske moči. Pri pripravi mobilne 
faze in ostalih reagentov, ki vstopajo v ionski kromatograf, moramo paziti, da so 
ustrezne čistosti. V primeru, da naši reagenti niso dovolj čisti, lahko poškodujemo 
sestavne dele ionskega kromatografa. [4,6] 
2. Črpalka ionskega kromatografa mora biti robustna, inertna ter mora biti zmožna 
producirati točne in natančne pretoke, ki so ponovljivi. [9] 
3. Vloga injektorja in zanke je, da je volumen injiciranega vzorca v tok mobilne faze 
točno določen. Volumen, ki ga injiciramo je enak velikosti zanke.  
4. Predkolona in kolona so sestavljeni iz enakega polnila. Vloga predkolone je, da varuje 
kolono pred spojinami, ki bi se ireverzibilno vezale na stacionarno fazo v koloni. V 
koloni potekajo ravnotežne reakcije, katerih posledica so različni retencijski časi 
različnih analitov v vzorcu. Dlje časa kot se nek analit nahaja v koloni večji je njegov 
retencijski čas. [5] 
5. Supresor se nahaja za kolono in pred detektorjem. S supresorjem dosežemo 
zmanjšanje signala signala, kar je njegova glavna naloga. Nase veže katione in pri 
tem sprosti vezan proton oz. oksonijev ion (Enačbi (1-3) in (1-4)). [10] 
R–H+ + Na+HCO3
- 
 R–Na+ + HCO3
-
  (1-3) 
R–H+ + Na+ + Cl-  R–Na+ + H+ + Cl- (1-4) 
6. Detektor v ionski kromatografiji podaja kvantitativno in kvalitativno informacijo o 
analitu. Pomembnejši parametri detektorja so: razmerje med signalom in šumom, 










3. Eksperimentalni del 
Eksperimentalni del diplomske naloge sem v celoti opravil na Fakulteti za kemijo in 
kemijsko tehnologijo Univerze v Ljubljani, na Katedri za analizno kemijo. 
3.1. Materiali 
3.1.1. Standardi  
 Natrijev hidrogenkarbonat NaHCO3 ACS, Reag. Ph Eur Lot: K42495129  
Proizvajalec: Merck 
 Natrijev karbonat Na2CO3 ISO Lot: A0313192145  
Proizvajalec: Merck 
 Natrijev sulfat Na2SO4 ACS, ISO, Reag Ph Eur Lot: AM0876649 
Proizvajalec: Merck 
 Natrijev nitrit NaNO2 pro analysi Lot: A769149 
Proizvajalec: Merck 
 Natrijev bromid NaBr pro analysi Lot: 810961 
Proizvajalec: Kemika 
 Natrijev klorid NaCl for analysis Lot: Fw58,443 
Proizvajale: Carlo Erba 
 Natrijev fluorid NaF ACS, ISO, Ph Eur Lot: 52145 
Proizvajalec Scharlau 
 Natrijev fosfat dodekahidrat Na3PO4 x 12H2O ACS Lot: 0228810005 
Proizvajalec: J. T. Baker 
 Natrijev hidrogenfosfat Na2HPO4 Lot: 0560/03/06 
Proizvajalec: Poch 
 Natrijev nitrat NaNO3 Lot: 041953003 
Proizvajalec: J. T. Baker 
 
3.2. Laboratorijska oprema  
 Laboratorijske tehtnice: 
 Kern ALS 220-4N Ser. No.: WL074102 
 Mikrotehtnica Mettler Toledo MX5/A Ser. No.: 1120193436 
 Kolone: 
 Metrosep A Supp 5 - 250/4.0 Ser. No.:5171125088 
 Metrosep A Supp 5 - 150/4.0 Ser. No.:5150315023 (oznaka na koloni M) 
 Metrosep A Supp 5 - 150/4.0 Ser. No.:5160115112 (oznaka na koloni P) 






 Metrosep A SUPP 5 Guard/4.0 Ser. No.: 0084.1674 (Rabljena) 
 Metrosep A SUPP 5 Guard/4.0 Ser. No.: 0043.3328 (Nova) 
 Ultrazvočna kopel iskra Sonis 4 
 Laboratorijska steklovina 
 Avtomatske pipete Sartorius proline 
 Program za obdelavo podatkov: IC Net 2.3 




1. Rezervoarji z: eluentom, ultra čisto 
vodo in žveplovo kislino 
2. Črpalke za eluent, ultra čisto vodo in 
žveplovo kislino 
3. Injektor z zanko 
4. Predkolona in kolona 
5. Supresor 
6. Detektor 
Slika 3: Ionski kromatograf Metrohm 761 Compact IC 
 
3.3. Kromatografski pogoji 
Pretok eluenta: 0,70 mL/min 
Temperatura detektorja: 35 °C 
Temperatura eluenta: enaka sobni temperaturi 
Velikost zanke: 20 μL 
Sestava eluenta: 1,0 mmol/L NaHCO3 in 3,2 mmol/L Na2CO3 





3.4.1. Priprava eluentov in standardnih raztopin 
Eluent sem pripravil tako, da sem v 500 ml bučo odmeril približno 1/3 volumna MQ, nato 
dodal ustrezen volumen NaHCO3 in Na2CO3. Nato sem bučko z raztopilo pretresel, dodal 
MQ do oznake in z ultrazvočno kopeljo razplinil eluent. 
Brezvodne soli standardov sem sušil 24 h pri temperaturi 120 °C.  
Standardne raztopine sem pripravil tako, da sem v 50 mL bučko napolnil do  1/3 z MQ, 
nato v bučko iz aluminijaste ladjice prenesel sol, jo raztopil in dopolnil bučko z MQ do 
oznake. 
V tabeli 1 so prikazane mase dodanih soli v bučke za pripravo standardnih raztopin.  








F- NaF 1 50 110,5 
Cl- NaCl 1 50 82,42 
NO2- NaNO2 1 50 74,99 
NO3- NaNO3 1 50 68,54 
Br- NaBr 1 50 64,38 
SO42- Na2SO4 1 50 73,93 
PO43- Na2HPO4  1 50 74,74 
 
Delovne raztopine sem pripravljal vsakodnevno iz standardnih raztopin. 
3.4.2. Opis eksperimenta analize realnega vzorca kriolita 
Natehtal sem 30,0023 g vzorca kriolita in raztopil v 600 ml 4% raztopine NaOH. 
Pričakovali smo, da bo topnost kriolita zelo majhna, ker se v relativno nevtralnem mediju 
ne topi. Med samim testom sem ugotovil, da se kriolit topi v močno alkalni raztopini. 
Izračunan pH naše raztopine je bil 14. Med testom sem prvih 60 min na vsakih 15 min in 
nato na vsakih 30 min odvzemal vzorce z brizgami skozi filtre velikosti 0,45 μm. 
Suspenzijo sem med samim testom mešal, razen ob odvzemu vzorcev za analizo. Vseh 
odvzetih vzorcev, zaradi tehničnih zapletov nisem analiziral. Zanimala nas je 
koncentracija fluorovih ionov v raztopini. Vzorce sem zaradi visoke koncentracije OH- 




3.5. Uporaba programa ICNet 
Kromatografski sistem Metrohm 761 je krmiljen s programsko opremo ICNet, katere opis 
je dostopen na naslovu: https://www.metrohm.com/en 
 Najprej vklopimo računalnik in počakamo, da se operacijski sistem računalnika naloži 
(Windows). Ionski kromatograf lahko nato vklopimo.[12] 
Ko odpremo program IC Net 2.3 se najprej vpišemo. Nato odpremo sistem, to storimo s 
klikom na »File => Open => System…« in izberemo naš željeni sistem. V našem primeru 
je bil to sistem z imenom »FKKT_a supp 5_250«. V sistemskem oknu nato z dvojnim 
klikom na sliko kromatografa odpremo okno s podatki o kromatografu (Slika 4). [12] 
Za vklop črpalke v sistemskem oknu kliknemo »Control => Startup hardware(Measure 
baseline)«. Kmalu nam začne naraščati tlak in se ustali na delovnem tlaku. Če tlak ne 
naraste, to pomeni, da so v sistemu mehurčki, ki jih moramo odstraniti ročno. Za pregled 
nastavljenih in dejanskih parametrov ionskega kromatografa z dvojnim klikom kliknemo 
na sliko ionskega kromatografa. [12] 
 
Slika 4: Vklop črpalke ionskega kromatografa 
V naslednjem koraku začnemo spirati supresor. Za vrtenje supresorja, lahko kliknemo na 




kromatografa. Priporočamo, da supresor spiramo trikrat po 15 min, oziroma tolikokrat, 
da se bazna linija ustali. [12] 
 
Slika 5: Opis postopka za regeneracija supresorja 
Nastavitev metode: S klikom na »File => Open => Method« odpremo željeno metodo. 
Metodo lahko tudi spremenimo s klikom »Method => Passport«. V novo odprtem oknu 
lahko nastavimo ime kromatograma, ki bo nastal, dolžino metode, stopnjo kalibracije itd. 
Po koncu nastavitev metode kliknemo gumb »OK« ter shranimo novo metodo z ukazom 
»File => Save => Method«.[12] 
Analiza vzorca: V sistemskem oknu kliknemo gumb »Control => Start determination«, 
v novonastalem oknu lahko poimenujemo ime vzorca ter stopnjo kalibracije. Nato 
kliknemo gumb »OK« in nato še gumb »Fill«. Sledi fizično injiciranje vzorca z brizgo v 
spodnjo desno odprtino. Z brizgo injiciramo okoli 5 mL vzorca in kliknemo gumb Inject« 






Slika 6: Okno v katerem opazujemo IC kromatogram 
3.5.1. Obdelava podatkov in ogled rezultatov 
Ogled kromatograma in integracija: kromatogram odpremo z ukazom »File => Open => 
Chromatogram«. Za spremenitev nastavitev integracije kliknemo »Method => 
Integration«. V tem oknu (Slika 7) določimo paramtre za integracijo, s klikom na gumb 
»Suggest« pa nam program sam predlaga optimalne nastavitve integracije. Z ukazom 





Slika 7: Določitev parametrov integracije kromatograma 
Po končanem delu zaustavimo kromatograf z ukazom »Control => Shoutdown 
hardware«, nato lahko ugasnemo kromatograf s stikalom na zadnji strani kromatografa. 
[12] 
3.5.2. Dodatne nastavitve programa 
Nastavitev termostata detektorja: 
V sistemskem oknu na sliko kromatografa kliknemo z desno miškino tipko in nato 
kliknemo »Hardware«. V novem oknu pod zavihkom »Hardware« najdemo okno s 
temperaturo termostata, in jo nastavimo na željeno temperaturo ter kliknemo na gumb 
»OK«. [12] 
Nastavitev pretoka: 
Pretok nastavimo v oknu, ki ga odpremo z dvojnim klikom na sliko kromatografa. Pretok 
spremenimo tako, da vpišemo željeni pretok in kliknemo gumb »<Send to unit«. 
Pomembno je, da željeni pretok nastavimo preden vzorec injiciramo v sistem s klikom na 
gumb »Inject« na sliki kromatografa v sistemskem oknu. Ob eksperimentalnem delu te 
diplomske naloge spreminjanje tlaka v sami metodi ni delovalo, zato je kritično, da tlak 








4. Rezultati in razprava 
Med praktičnim delom diplomske naloge, sem analiziral 7 anionov. Anioni so se eluirali 
v sledečem zaporedju: fluorid, klorid, nitrit, bromid, nitrat, fosfat in sulfat.  
4.1. Vpliv mobilne faze na kromatogram 
4.1.1. Vpliv koncentracije Na2CO3 na retencijski čas 
Za namen opazovanja vpliva koncentracije Na2CO3 na samo analizo, sem izvajal 
eksperimente pri petih različnih koncentracijah mobilne faze Na2CO3. Koncentracije pri 
katerih se je izvajala analiza: 
- 2,5 mmol/L Na2CO3; 
- 3,0 mmol/L Na2CO3; 
- 3,5 mmol/L Na2CO3; 
- 4,5 mmol/L Na2CO3; 
- 5,0 mmol/L Na2CO3. 
Rezultati retencijskih časov so prikazani v Tabeli 2. 
Tabela 2: Vpliv koncentracije eluenta Na2CO3 na retencijski čas 
  Retencijski časi [min] 
Koncentracija 
eluenta [mmol/L] F- Cl- NO2- Br- NO3- PO43- SO42- 
2,5 6,90 11,43 14,23 18,68 22,23 37,20 39,98 
3,0  6,45 10,56 13,11 17,16 20,40 29,14 32,18 
3,5  6,23 10,03 12,38 16,06 18,99 27,29 28,69 
4,0 6,00 9,60 11,84 15,35 18,15 23,89 25,36 
4,5 5,75 9,14 11,25 14,61 17,29 20,31 21,91 
 
Opazimo, da z naraščajočo  koncentracijo Na2CO3 v eluentu krajšamo retencijske čase 
posameznih ionov vzorca. 
Podatki, prikazani v tabeli 2 so iz kromatografa, prikazanega na Sliki 8. Vrhovi 
kromatografa, ki si sledijo z leve proti desni so: prvi (negativni) je »mrtvi čas« oz. vrh, ki 
nakazuje prehod topila, nato sledijo vrhovi fluorida, klorida, nitrita, bromida nitrata, 






Slika 8: Kromatogrami pri različnih koncentracijah eluenta Na2CO3 
 
4.1.2. Vpliv pH na retencijske čase 
Za namen opazovanja vpliva pH na retencijske čase sem uporabljal mobilno fazo, ki je 
bila sestavljena iz Na2CO3 in NaHCO3, skupne koncentracije 6 mmol/L. Vrednosti pH so 
višje z višanjem koncentracije Na2CO3. 
Tabela 3: Odvisnost retencijskih časov od sestave eluentov NaHCO3 in Na2CO3 








moč pH F- Cl- NO2- Br- NO3- PO43- SO42- 
1,0 5,0 0,008 9,56 8,34 14,80 18,92 25,62 31,08 50,83 66,54 
2,0 4,0 0,010 9,93 6,96 11,84 14,86 19,97 24,08 30,72 39,23 
3,0 3,0 0,012 10,13 6,30 10,48 13,13 17,46 20,97 23,04 28,73 
4,0 2,0 0,014 10,48 5,78 9,21 11,35 14,77 17,52 18,51 22,07 






Slika 9: Kromatograma eluentov NaHCO3 in Na2CO3 pri različnih pH vrednostih in 
razmerjih mobilne faze prikazanih v tabeli 4 
 
 
Slika 10: Kromatogrami eluentov NaHCO3  in Na2CO3 pri pH vrednostih in razmerjih 





Tabela 4: Koncentracijska sestava eluenta Na2CO3 in  NaHCO3 
Eluent Koncentracija Na2CO3 [mmol/L] Koncentracija NaHCO3 [mmol/L] 
A 1,0 5,0 
B 2,0 4,0 
C 3,0 3,0 
D 4,0 2,0 
E 5,0 1,0 
 
Iz  kromatogramov (sliki 9 in 10) je razvidno, da se z višanjem pH mobilne krajšamo 
retencijski čas analitov. Če pH zvišujemo se vrha nitrata in fosfata združita, kar se delno 
opazi pri sestavi mobilne faze 4,0 mmol/L Na2CO3 in 2,0 mmol/L NaHCO3. V primeru, 
ko je mobilna faza 5,0 mmol/L Na2CO3 in 1 mmol/L NaHCO3, sta se vrha nitrata in 
fosfata že združila zaradi visokega pH. Bistvena ugotovitev tega dela je, da pH 
pomembno vpliva na retencijske čase posameznih analitov in posledično ločitev njihovih 
vrhov. Sorazmerno s krajšanjem retencijskega časa vrhov, so se vrhovi tudi zožili in 
njihova višina se je povečala. 
4.1.3. Vpliv starosti mobilne faze na retencijski čas in površino vrhov 
Za študijo vpliva stare mobilne faze z svežo sem uporabil 7 dni staro mobilno fazo in 
sveže pripravljeno. Obe mobilni fazi sta imeli sestavo 3,2 mmol/L Na2CO3 in 1,0 mmol/L 
NaHCO3. Pri obeh meritvah sem uporabil isti vzorec, ki je bil sveže pripravljen. Bazna 
linija svežega eluenta je bila 15,72 μS/cm, bazna linija 7 dni starega eluenta pa je znašala 
15,86 μS/cm. Predvidevam, da so premembe med posameznimi rezultati določitve 
posledica CO2, ki se je v 7 dneh, ko eluent ni bil v uporabi, raztopil v vodi in je glavni 
vzrok zvišanja bazne linije. 
Tabela 5: Primerjava retencijskih časov svežega eluenta z 7 dni starim eluentom 
 Retencijski čas [min] 
 F- Cl- NO2- Br- NO3- PO43- SO42- 
7 dni star eluent  6,24 10,21 12,70 16,72 19,94 24,45 28,43 
Svež eluent 6,17 10,00 12,39 16,22 19,28 24,05 27,53 
Razlika v retencijskem 






Tabela 6: Primerjava površine vrhov svežega eluenta z 7 dni starim eluentom 
 Površina vrhov 
 F- Cl- NO2- Br- NO3- PO43- SO42- 
7 dni star eluent  23,536 15,251 7,675 26,596 8,133 18,402 50,429 
Svež eluent 20,031 13,539 6,836 25,824 6,949 18,524 48,505 
Razlika v površinah v % 17,5 12,6 12,3 3,0 17,0 -0,7 4,0 
 
Tabela 7: Primerjava asimetričnosti kromatografskih vrhov svežega eluenta z 7 dni starim 
eluentom 
 Asimetričnost 
 F- Cl- NO2- Br- NO3- PO43- SO42- 
7 dni star eluent  1,45 1,34 1,36 2,08 2,03 1,17 1,13 
Svež eluent 1,42 1,32 1,36 2,02 1,96 1,19 1,13 
 
Na podlagi rezultatov s  tabel 5, 6 in 7 lahko rečemo, da starost eluenta ne vpliva bistveno 
na elucijski čas in simetričnost vrhov. Pomembno pa vpliva na površino vrhov, v 
nekaterih primerih za 20%. 
 
 
4.2. Vpliv pretoka na elucijski čas 
Vpliv pretoka na elucijske čase sem določeval na koloni Metrosep A Supp 5 - 150/4.0 
(oznaka na koloni M). Kolona je bila izbrana na podlagi retencijskih časov analitov. Če 
bi izbral kolono dolžine 25 cm namesto 15 cm bi se elucijski čas in s tem čas analiz 
podaljšal za cca. 75%. Najvišji pretok je bil nastavljen 0,8 mL/min, ki je najvišji 
priporočeni za uporabo s strani proizvajalca. Pri pretokih višjih od 0,8 mL/min bi tlak na 
koloni narastel nad priporočeno vrednost s strani proizvajalca, rezultati so prikazani v 





Tabela 8: Primerjava retencijskih časov ob različnih pretokih mobilne faze 
  Retencijski čas [min] 
pretok 
[mL/min] 
Tlak v koloni 
[MPa] 
F- Cl- NO2- Br- NO3- PO43- SO42- 
0,3 4,8 8,33 12,74 15,42 19,69 22,93 30,17 34,4 
0,4 5,9 6,31 9,64 11,66 14,89 17,32 22,81 26,03 
0,5 7,2 5,11 7,82 9,45 12,06 14,01 18,51 21,13 
0,6 8,2 4,3 6,58 7,95 10,14 11,79 15,56 17,76 
0,7 8,9 3,71 5,68 6,86 8,75 10,17 13,42 15,31 
0,8 9,8 3,29 5,02 6,06 7,72 8,95 11,88 13,57 
 
 






Slika 12: Kromatogrami pri različnih pretokih mobilne faze (0,6mL/min, 0,7mL/min in 
0,8ml/min) 
Rezultati retencijskih časov pri različnih pretokih so bili pričakovani. Pri nižjih pretokih 
se je čas analize podaljšal, pri višjih pretokih pa se je skrajšal. Sami vrhovi pri nižjih 
pretokih so se razširili, pri višjih pa zožili. Sam čas analize je pri najmanjšem pretoku (0,3 
mL/min)  daljši za več kot faktor 2 v primerjavi s pretokom priporočenem s strani 
proizvajalca za izvajanje analiz (0,7 mL/min). 
Uporaba nižjih pretokov nam omogoči, večjo razliko med retencijskimi časi vrhov. Hkrati 
lahko s spreminjanje pretoka skrajšamo čas analize, v kolikor imamo v vzorcu analite, z 





4.3. Linearnost, meja zaznave in meja kvantifikacije 
Linearnost sem določal v petih koncentracijskih območjih/razredih (Tabela 9). Vzorce 
sem pripravil iz komercialnih standardov koncentracije 1 g/L. Linearnosti je za metodo 
pomembna, saj z njo določimo delovno območje, v katerem je odziv signala sorazmeren 
koncentraciji analita. Za vrednotenje linearnosti premic se največkrat uporablja 
korelacijski faktor umeritvene premice (Tabela 10). 
Tabela 9: Rezultati testa linearnosti fluorida, klorida, bromida, nitrata in sulfata 
 F- Cl- Br- NO3
- SO4
2- 
koncentracija [mg/L] Površina Površina Površina Površina Površina 
0,01 0,224 0,368 0,066 0,361 0,102 
0,1 2,083 1,259 0,581 0,987 0,992 
1 20,543 12,602 5,476 7,273 9,128 





zaznave 773,765 953,491 1304,728 
Retencijski čas [min] 6,28 10,09 16,35 19,25 28,15 
 
Tabela 10: Enačbe premic, korelacijski koeficienti testa linearnosti, območje linearnosti 
ter meji zaznave in kvantifikacije 
 








F- γ=(Površina+1,1517)/23,887 R² = 0,9998 0,01-10 0,15 0,47 
Cl- γ=(Površina+0,7175)/14,895 R² = 0,9998 0,01-10 0,18 0,54 
Br- γ=(Površina+4,8601)/7,7732 R² = 0,9995 0,01-100 1,92 5,83 
NO3
- γ=(Površina+5,4043)/9,5736 R² = 0,9995 0,01-100 1,84 5,56 
SO4
2- γ=(Površina+8,2324)/13,108 R² = 0,9995 0,01-100 1,92 5,83 
 
Na podlagi pridobljenih rezultatov testa linearnosti lahko potrdimo, da je naša metoda 
linearna v območju od 0,01 mg/L do 10 mg/L za F- in Cl- in v območju od 0,01 mg/L do 
100 mg/L za Br-, NO3
- in SO4
- (Slike 13, 14, 15, 16 in 17). Korelacijski koeficienti za vse 





Slika 13: Umeritvena krivulja za F- ione, v območju od 0,01 mg/L do 10 mg/L 
 
 






Slika 15: Umeritvena krivulja za Br- ione, v območju od 0,01 mg/L do 100 mg/L 
 
Slika 16: Umeritvena krivulja za NO3






Slika 17: Umeritvena krivulja za SO4
2-ione, v območju od 0,01 mg/L do 100 mg/L 
 
4.4. Regeneracija kolone  
Regeneracija kolone je postopek s  katerim poskušamo odpraviti napake kot so: zvišan 
tlak kolone, pojav dvojnih vrhov, pojav repa vrhov, pojav krajših retencijskih časov in 
zmanjšanje resolucije. 
Za regeneracijo kolone sem izbral kolono Metrosep A Supp 5 - 150/4.0 (oznaka na koloni 
P), ker je imela najslabše rezultate simetričnosti, izmed vseh treh rabljenih kolon. Najprej 
sem regeneriral kolono po navodilih proizvajalca in sicer po navodilih za kontaminacijo 
z nizkovalenčnimi hidrofilnimi ioni. Navodila so prikazana v tabeli 11.[13] 
Tabela 11: Navodila za regeneracijo kontaminirane kolone z niskovalenčnimi 
hidrofilnimi ioni[13] 
Korak Raztopina za spiranje čas spiranja [min] 
1. Ultra čista voda 25 
2. 32 mmol/L Na2CO3, 10 mmol/L NaHCO3 100 
3. Ultra čista voda 25 
4. Eluent (3,2 mmol/L Na2CO3, 1,0 mmol/L NaHCO3) 100 
 









Ker po prvi regeneracij kolone nisem bil zadovoljen nad rezultatom, sem se odločil, da 
poskušam regenerirati kolono še po drugem postopku za regeneracijo kontaminacije 
kolone z visoko valenčnimi ioni ali organskimi snovmi. Postopek omenjene regeneracije 
je opisan v tabeli 12.[13] 
Tabela 12: Navodila za regeneracijo kolone kontaminirane z visoko valenčnimi 
hidrofobnimi ioni ali organskimi kontaminanti[13] 
Korak Raztopina za spiranje čas spiranja [min] 
1. Ultra čista voda 25 
2. 5% acetonitril 25 
3. 100% acetonitril 60 
4. 50% acetonitril 10 
5. Ultra čista voda 50 
6. Eluent (3,2 mmol/L Na2CO3, 1,0 mmol/L NaHCO3) 100 
 
Tabela 13: Asimetričnost pred regeneracijo, po prvi regeneraciji in  po drugi regeneraciji 
  Asimetričnost 
  F- Cl- NO2- Br- NO3- PO43- SO42- 
Pred regeneracijami 2,54 2,63 2,4 2,82 2,24 3,17 
Po prvi regeneraciji 2,69 2,68 2,5 2,83 2,07 2,93 
Po drugi 
regeneraciji 
2,72 2,68 2,45 2,82 2,11 1,96 2,51 
 
Tabela 14: Retencijski časi pred regeneracijo, po prvi regeneraciji in po drugi regeneraciji 
 Čas [min] 
  F- Cl- NO2- Br- NO3- PO43- SO42- 
Pred regeneracijami 3,6 5,55 6,7 8,56 9,88 15,6 
Po prvi regeneraciji 3,71 5,73 6,91 8,8 10,17 17,15 
Po drugi regeneraciji 3,65 5,61 6,77 8,61 9,94 14,61 16,38 
  
Kljub temu, da se asimetričnosti niso občutno znižale, lahko rečemo, da je bila 
regeneracija delno uspešna, saj opazimo, da vrhova fosfata in sulfata nista več v celoti 
združena v en sam vrh, kar vidimo na sliki 18. Opazimo tudi podaljšanje retencijskih 






Slika 18: Kromatogrami pred regeneracijo, po prvi in po drugi regeneraciji 
 
4.5. Študija vpliva tlaka na koloni 
Za namen zmanjšanja tlaka kolone sem izvedel eksperimenta na koloni Metrosep A Supp 
5 - 150/4.0 (oznaka na koloni M). Kolona naj bi po navodilih proizvajalca za uporabo 
imela tlak 8,5 ± 2 MPa. Naša kolona je imela delovni tlak 8,9 MPa. 
 Opomba: predkolona je bila že nekaj časa v uporabi. V skladu z navodili proizvajalca 
sem za zmanjševanje tlaka uporabil metodo, kjer sem spiral kolono v nasprotni smeri, kot 
je pri analizi. Spiranje je trajalo 1 h. Po spiranju sem pri naslednji analizi dobil tlak 8,8 
MPa. Nato sem zamenjal predkolono, nakar je bil delovni tlak 8,2 MPa. Sklepam, da so 
bile na stari predkoloni prisotne nečistoče, ki so povečale tlak. Zato stara predkolona ni 





4.6. Analiza realnih vzorcev  
4.6.1. Pufri PBS 
Pufri »PBS« so med anioni vsebovali Cl-, PO4
3- in SO4
2-. 
Analiziral sem dve seriji pufrov. Prvič marca 2018 ter drugič aprila oziroma maja 2018. 
Vzorce sem redčil, da so bile koncentracije v območju umeritvene krivulje. Rezultat prve 
serije vzorcev so predstavljeni v tabeli 15, rezultati druge serije pa v tabeli 17.  

















PBS-1 13,415 5021,3 5000 32,788 864,8 100 91,063 903,6 100 
PBS-2 21,246 7952,5 5000 27,497 725,2 100 88,696 880,1 100 
PBS-3 13,535 5066,3 5000 34,343 905,8 100 89,866 891,7 100 
PBS-7 14,276 5343,6 5000 26,253 692,4 100 102,149 1013,6 100 
 
Enačbe umeritvenih premic prve serije vzorcev. 
Klorid: γ=Površina*5000/13,358 
Fosfat: γ= Površina*100/3,7914 
Sulfat: γ= Površina*100/10,078 
Tabela 16: Rezultati uporabljeni za umeritveno premico 
Klorid [mg/L] Površina Fosfat [mg/L] Površina Sulfat [mg/L] Površina 
0 0 0 0 0 0 
1 14,04 5 17,813 5 48,941 
2 26,375 10 38,486 10 101,509 
 
Ker sem izvedel le dvotočkovno kalibracijo (Tabela 16), sem se odločil, da vključim še 
tretjo kalibracijsko točko v izhodišču koordinatnega sistema, ki je nastavljena kot 






Tabela 17: Rezultati druge serije vzorcev pufrov PBS 

















PBS-1 0 102214,8 100000 33,229 17501,6 2000 73,548 747,1 100 7.05.2018 
PBS-3 14,116 5615,9 5000 34,905 917,6 100 90,813 916,9 100 7.05.2018 
PBS-4 0,39 0,1 1 0 0,0 1 0,168 0,3 1 7.05.2018 
PBS-7 14,933 5627,8 5000 28,611 761,9 100 106,53 1073,1 100 14.05.2018 
PBS-8 1,027 0,1 1 0 0,0 1 0 0,0 1 14.05.2018 
PBS-9 0,847 0,1 1 0 0,0 1 1,181 0,3 1 14.05.2018 
PBS-
10 13,423 4843,0 5000 35,869 949,7 100 83,717 835,4 100 17.05.2018 
PBS-
11 12,833 4958,8 5000 32,526 894,8 100 71,211 722,2 100 26.04.2018 
PBS-
13 15,327 111416,7 100000 28,752 15231,7 2000 77,721 777,0 100 17.05.2018 
PBS-
12 13,087 5053,4 5000 33,626 924,7 100 72,861 738,2 100 26.04.2018 
PBS-
14 12,881 4976,6 5000 31,44 865,3 100 89,886 902,8 100 26.04.2018 
PBS-
15 12,257 4744,2 5000 32,082 882,7 100 91,083 914,4 100 26.04.2018 
PBS-
16 11,424 81577,2 100000 28,197 14938,3 2000 87,997 877,1 100 17.05.2018 
 
Tabela 18: Enačbe umeritvenih premic za drugo serijo vzorcev pufrov PBS 




γ=( Površina +0,3913)/ 
3,6788*F 
γ=( Površina +3,4638)/ 
10,34*F 
7.05.2018 
γ=( Površina +0,8797)/ 
13,351*F 
γ=( Površina +1,2895)/ 
3,9446*F 





γ=( Površina +0,5687)/ 
3,83*F 
γ=( Površina +2,06)/ 
10,12*F 
17.05.2018 
γ=( Površina -0,7537)/ 
13,08*F 
γ=( Površina +0,0558)/ 
3,7826*F 






4.6.2.  Vzorca KOLA 72510 in KOLA BAZA 72598 
Namen analize teh vzorcev je bila določitev vsebnosti H3PO4. Poleg vzorcev sem dobil 
tudi podatek približnih vrednosti fosforne kisline. Vrednosti, ki naj bi bile v vzorcih so 
bile sledeče. 
KOLA 72510: -31 g (85% fosforne kisline)/100 g 
KOLA BAZA: -cca 24 g (85% fosforne kisline)/100 g 
Poleg fosforne kisline sta vzorca vsebovala še karamel (barvilo, ki mogoče vsebuje sulfit) 
in kofein. Vzorec KOLA BAZA je vseboval še cca 0,01 g (50% citronske kisline)/100g 
Iz teh podatkov sem izračunal približno koliko je potrebno vzorce redčiti, da so znotraj 
delovnega območja razvite metode. Faktor redčenja je bil 25000, rezultati pa so podani v 
tabelah 20 in 21. 
Tabela 19: Rezultati meritev umeritvene premice fosfata 
konc. PO4







Enačba umeritvene premice 
γ=(Površina+1,2906)/3,8533*F 
 
Tabela 20: Rezultati določitve fosforne kisline v vzorcu Kola 72510 
 masa vzorca [g] Površina masa 85% H3PO4 na 100 g vzorca [g/100g] 
paralelka 1 1,0292 42,091 33,20 
paralelka 2 1,0824 45,155 33,80 
 
Tabela 21: Rezultati določitve fosforne kisline v vzorcu Kola baza 
 masa vzorca [g] Površina masa 85% H3PO4 na 100 g vzorca [g/100g]  
paralelka 1 1,3050 38,263 23,87 






Slika 19: Umeritvena krivulja za fosfatne ione v območju od 5 mg/L do 15 mg/L 
 
 


















Slika 21: Titracijska krivulja za vzorec kola baza[14] 
 
Primerjava med pridobljenimi rezultati med avtomatskem titratorjem in ionsko 
kromatografijo: [14] 
Tabela 22: Primerjava rezultatov med avtomatskem titratorjem in IC 

















Paralelka 2 33,2624 33,80 
Povprečno 33,2618 33,50 
Kola 
baza  




Paralelka 2 23,5540 24,00 
Povprečno 23,54 23,93 
 
Iz rezultatov je razvidno, da lahko z obema metodama uspešno določimo  koncentracijo 
fosforne kisline. Vendar je natančnost določanja z ionsko kromatografijo slabša zaradi 
velikega faktorja redčenja, kar lahko vidimo v tabeli 21. Za vzorce  takšnimi vsebnostmi 
fosfatnih ionov bi zaradi natančnosti določanja priporočal titracijo na avtomatskem 
















4.6.3. Vzorec kriolit 
Kriolit brezbarvna ali bela kamnina s kemijsko formulo Na3AlF6. Pomemben je v 
industriji pridobivanja aluminija, kjer se uporablja v elektrolitski celici, saj se v njem 
dobro topi aluminijev oksid.[15] 
Opis izvedbe eksperimenta je opisan v poglavju »3.4.2. Opis eksperimenta realnega 
vzorca kriolita«. 
Namen eksperimenta, je bil določitev hitrosti raztapljanja kriolita. Določali smo fluoridne 
ione, ki nastanejo ob raztapljanju kriolita. Del vzorca je bil netopen in zato je po koncu 
eksperimenta ostala usedlina. 
Tabela 23: Rezultati raztapljanja kriolita 
čas 
[min] 
Površina γ (F-) [g/L] γ kriolit [g/L] m(razt. kriolit) 
∆m(razt. Kriolit)/∆t 
[g/min] 
0 0 0,00 0,00 0,00   
30 22,096 10,92 20,12 12,07 0,67 
45 25,57 12,59 23,19 13,91 0,20 
60 30,549 14,98 27,59 16,56 0,29 
120 33,075 16,20 29,83 17,90 0,04 
150 32,47 15,91 29,29 17,58 -0,02 
180 33,147 16,23 29,89 17,94 0,02 
210 32,483 15,91 29,30 17,58 -0,02 
240 33,881 16,58 30,54 18,32 0,04 
 
 Umeritvena premica: 
γ=(Površina+0,6513/20,824) 
Tabela 24: Podatki za določitev umeritvene krivulje fluorida 





Določitev hitrosti raztapljanja je bila nenatančna zaradi več razlogov. Glavni razlog je 
bila veliko višja topnost kriolita v bazičnem mediju, od pričakovane. Zaradi tega razloga 
nimamo rezultatov prvega vzorca ob času 15 min, saj je bila vrednosti signala 
nerazredčenega vzorca nad  merilnim območjem detektorja. Večina vzorca se je raztopila 









Z eksperimenti tekom diplomske naloge sem uspešno razvil in delno validiral metodo za 
določanje anionov na ionskem kromatografu Metrohm 761 Compact IC. Metodo sem 
preskusil pri različnih pogojih, kot so različen pretok, koncentracija in pH eluenta, vpliv 
starosti eluenta, ter določal njihov vpliv na sistem. Prav tako sem sistemu določil linearno 
območje.  
Izkazalo se je, da na retencijski čas najbolj vplivata sestava eluenta in pretok.  
Dokazal sem linearna območja, ki so linearna za Br  -, NO3
- in SO4
2- v območju od 0,01 
mg/L do 100 mg/L, ter  od 0,01 mg/L do 10 mg/L za F- in Cl-. 
Regeneracija kolone ni bila popolnoma uspešna, a so rezultati boljši kot pred 
regeneracijo. 
Realni vzorci, ki sem jih analiziral so bili različni. Analiziral sem pufre, ki so vsebovali 
Cl-, PO4
3- in SO4
2-, vzorca kola 72510 in kola baza, ki sta vsebovala PO4
3-, in raztopino 
kriolita, ki je vseboval F-. Vsi vzorci so imeli visoko koncentracijo analitov, zato 
neposredna določitev brez redčenja ni bila mogoča. 
Sistem ionske kromatografije uporabljen v tej diplomski nalogi bi opisal kot splošno 
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